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酸素同位体分別を利用したイネ葉身におけるシアン耐性呼吸の測定
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緒 言
イネにおいては葉面積の拡大や受光態 等の改良によ
り光合成速度を増加させることで 量の増大が図られて
きた．一方，光合成によって固定された炭水化物は暗呼
吸によって消費され，総光合成量に対する暗呼吸量の割
合は栄養成長期では30～40 であるが，登 期には50～70
にまで増大する????????????．このため，暗呼吸の増大は
乾物生産を低下させ， 量の低下を導くと考えられてお
り???，暗呼吸の抑制はイネの成長効率を高める上で重要な
課題である．
植物の暗呼吸の電子伝達経路にはシトクロム経路とシ
アン耐性呼吸経路の存在が知られている．電子がシトク
ロム経路を通る場合，１molのグルコースからATPが
約29molが生産されるが，シアン耐性呼吸経路を通る場
合，ATPは11molしか生産されない????．このためシア
ン耐性呼吸経路よりもシトクロム経路を電子が通る方が
エネルギー生産効率は高い．この 効率な経路の役割に
ついては， 生産に わるとした説や?????，細胞内に電子
が滞留したときにエネルギーの散逸系として働くとした
説?????が提出されているが，まだ十分にわかっていない．
シアン耐性呼吸の働く割合は植物種，生育環境により０
～100 まで差があることが報告されている??????．このた
め，様々な環境下におけるこの呼吸経路の割合を知るこ
とはシアン耐性呼吸の役割を知るうえで，また作物の成
長効率の向上を図る上で有効と考えられる．
これまで，シアン耐性呼吸速度の測定には，シトクロ
ム経路とシアン耐性呼吸経路のそれぞれの阻害剤である
シアンとサリチルヒドロキサム酸（SHAM）を組み合わ
せて推定する方法が多く用いられてきた????．この方法で
は阻害剤が一方の経路だけを阻害すると仮定されている
が，実 には両方の経路を阻害する場合がある??．また，
SHAM 処理により暗呼吸速度が促進されたり????，十分
に阻害されないことが多く報告され?????，この方法よって
両経路が働く速度を推定するのは困難とされている???．こ
のため現在，シアン耐性呼吸速度を正確に測定する方法
は，シトクロム経路とシアン耐性呼吸経路の末端酸化酵
素であるシトクロム酸化酵素およびオルターナティブ酸
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化酵素の酸素同位体分別が，前者で低く後者で高いこと
を利用するしかない??．酸素同位体分別によるシアン耐性
呼吸速度の方法については，植物を液相で測定する場合
と??，気相で測定する場合?????があるが，現在これらの方
法による報告は少なく，イネではほとんど測定例はない．
そこで，本研究では試料を生育状態に近い気相での測
定とし，数サンプルを同時に測定できる装置を製作する
とともに，イネ葉身を用いて呼吸阻害剤の処理法を検討
した．
材料と方法
供試材料および栽培方法
実験にはイネ品種日本晴を供試した．栽培は岡山大学
農学部研究圃場において行った．2000年～2002年の４月
上旬から５月下旬にかけて，１週間毎に吸水させた催
種子を水田土 を充塡した育苗ポット（みのる産業製，
みのるポット）に播種した．５葉期まで生育させた後，
粒状化成肥料（Ｎ：P?O?：K?O＝14：14：14）をポット
当たり５ 混和した水田土 を充塡した１/5000 ワグネ
ルポットに１ポット当り１個体ずつ移植し，湛水条件で
栽培した．測定には10～14葉期の最上位完全展開葉を用
いた．
暗呼吸速度の測定
葉身を葉 と垂直に１㎜の間隔でカミソリで切り，先
端をシリコンで をしたガラス製注射器（10 ）内に入
れ，暗条件の温度25℃のチャンバーに置いた．一定時間
毎にガスタイトシリンジ（Hamilton製，1005）で容器内
の気体を抜き取り，ガスクロマトグラフ（島津製，GC-８
Ａ）に注入して酸素濃度を測ることにより暗呼吸速度を
測定した．なお，注射器内の圧力を一定に保つために気
体を１ 取り出すごとに注射器の体積を１ ずつ減らし
た．
酸素同位体比の測定方法
酸素同位体比の測定装置はGuyら??とRobinsonら?????
の装置を参照して製作した（Fig.１)．Guyら??とRobinson
ら?????の装置は，気体採取から安定同位体比測定用質量分
析装置に導入するまで連続的に測定できるように作られ
（オンラインシステム)，測定誤差を低く抑えている．し
かし，自然環境下のシアン耐性呼吸の変化の比較をする
上では，植物の酸素同位体分別の測定を同時に多数行う
必要がある．そこで本実験では，注射器を改良した密閉
容器内に植物を入れ，ガスタイトシリンジで気体採取し，
その針の先端にシリコン を刺して，サンプルを一時的
に保存し，その後，順 測定した（オフラインシステム)．
なお，ガスタイトシリンジは20ストロークくらいからガ
ス漏れを生じるため，プランジャーにシリコングリスを
塗って使用した．
葉身を入れた密閉容器（10 ）内の気体をガスタイト
シリンジで１ を採取し，ガスクロマトグラフに注入し
た（Fig.１，１)．ガスクロマトグラフの 出口は真空ラ
インにつなぎ，酸素とアルゴンの分離ピークが終わった
時点で３方コックを切り替え（Fig.１，３)，酸素，アル
ゴンおよびキャリアーガスのヘリウムは真空ラインに送
り，その他の気体は 出口（Fig.１，４）から 出させ
た．真空ラインに送られた酸素は，液体窒素で－196℃に
冷やしたモレキュラーシーブ５Ａに吸着させた（Fig.１，
６)．真空ポンプ（日立製，Ｅ２Ｍ２）によりヘリウムを
出し，ピラニー真空計（ULVAC製，WP05）で高真
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Fig.1  Schematic diagram of the vacuum-preparation line.Labeled parts and symbols are as follows;1:gas chromatograph
(GC8A,Shimadzu Co.),2:stainless steel tube,3:three port valve (Nipro Co.),4:vent,5:glass cock (Koshin Rikagaku
 
Seisakusho Co.), 6:Molecular Sieve 5A for collecting O?, 7: vent, 8: Pirani gauge (WP05, Ulvac Japan Ltd), 9 :
conversion furnace, 10:H?O-trapping tube by using dry ice-acetone, 11:pressure transducer (PA830, Copal Elec-
tronics Co.),12:CO?-holding tube for yield measurements,13:port with attached sample tube(torched off for transfer
 
of CO?to mass spectrometer),14:oil diffusion pump (KYM-AN100A,Kinoshita Rika Co.),15:vacuum pump (E2M2,
Hitachi Ltd).
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空であることを確認した後，モレキュラーシーブ５Ａを
室温にまで温め，酸素は燃焼管内に送った（Fig.１，９)．
約950℃のグラファイトと酸素を反応させ，CO?に変換し
た．燃焼管内の余分な気体を 除した後，水分をドライ
アイス-アセトンにより取り除いた（Fig.１，10)．圧力
トランジューサ（コパル電子製，PA-830）で CO?の量を
測定した後（Fig.１，12)，サンプル管に CO?を移し，
密封した（Fig.１，13)．安定同位体比測定用質量分析装
置（Micromass製，PRISM）を用いてサンプルのδ????
??Ｏを測定し，??Ｏ/??Ｏ比を算出した．なお，δ??????Ｏ
は海水の酸素同位体比の平均値に対する値を示す．
酸素同位体動的分別係数の算出
酸素同位体動的分別係数（以 ，分別係数と略す）は
Guyら??の方法で求めた．
Ｄ＝－ln⒡/ln（Ｒ/Ｒ?）×1,000
ｆは初期の酸素濃度に対する試料の酸素濃度の割合，
Ｒは試料の酸素同位体比，Ｒ?は初期の酸素同位体比を示
す．分別係数（Ｄ）は－ln⒡に対して ln（Ｒ/Ｒ?）をプ
ロットしたときの回帰直線の傾きで表される．
シアン耐性呼吸経路の電子分配の計算方法
シアン耐性呼吸経路の電子分配割合Aは Guyら??の方
法で求めた．
Ａ＝(Dn－Dc)/(Da－Dc)
Dnは対照の分別係数，Daはオルターナティブ酸化酵
素の分別係数，Dcはシトクロム酸化酵素の分別係数を示
す．
CO?濃度が暗呼吸速度に及ぼす影響
密閉した注射器内では葉身の暗呼吸により酸素濃度が
低下し，CO?濃度が増加する．CO?濃度が暗呼吸速度に影
響することが予想されたため，CO?の吸着剤であるソーダ
ライムを注射器に入れた場合と入れない場合の葉身の暗
呼吸速度を比較した．ソーダライムは約2.5 入れ，葉身
切除後270分間の暗呼吸速度を調べた．また，終了時には
携帯用光合成測定装置（島津製，LCA３）を用いてCO?
濃度を測定した．測定は４反復とした．
阻害剤処理方法の検討
予 実験よりイネ葉身は阻害剤に浸けただけでは暗呼
吸が阻害されなかったことから，阻害剤の処理方法の検
討を行った．シアン耐性呼吸経路の阻害剤は５～30mM
の SHAM 濃度で数種植物の葉や根で用いられているこ
とから??????，20mM と30mM の SHAM 濃度を設定し
た．また，シトクロム経路の阻害には0.1～５mM KCN
が用いられており??????，KCN 濃度は1,5，10mM を設
定した．
葉身を葉 と垂直方向にカミソリで幅約１㎜に切った
後，50mM の２-［４-(２-hydroxyethyl)-１-piper-
azinyl］ethanesulfonic acid（HEPES）緩衝液（pH7.2）
に，両阻害剤を溶かした．その溶液に植物試料を入れて
１時間浸漬した場合，10分間の減圧下におき大気圧に戻
した後１時間浸漬した場合を全ての処理濃度について行
った．また，10mM のKCN処理では，３分間の浸漬後，
80 の密閉容器に入れ，１ の50mMKCNにHClを加
えてHCNを発生させ，１時間おいた場合についても調
べた．同様に，30mM の SHAM 処理でも，３分間浸漬
後，密閉容器で１時間置いた処理区を作った．いずれの
処理も25℃の条件下で行った．その後，各処理の植物試
料を取り出し，生体重が阻害剤への浸漬前と同程度にな
るまでふき取り，10 の密閉容器に入れ，暗呼吸速度の
測定を行った．また，10mM KCN と30mM SHAM の
全処理法については，酸素同位体分別の測定も行った．
結 果
葉身の暗呼吸速度の経時変化をFig.２に示した．暗呼
吸速度は容器にソーダライムを入れた場合と入れない場
合で差はなく，10～12nmol ??ｓ??の間で推移した．両
容器内の酸素濃度は測定開始270分後には５～12 であ
り，また，CO?濃度はソーダライムを入れた場合，150～200
ppmであったが，ソーダライムを入れない場合には3000
ppm以上で，使用した装置では測定不能であった．呼吸
商は通常１前後であることからソーダライムを入れない
場合の濃度は９～16 と見積もられた．
暗呼吸速度はKCNの処理濃度１mM ではほとんど低
下しなかったが，10mM では対照の36～40 にまで低下
した（Table１)．同一濃度では，浸漬時間や脱気処理お
よび HCN 処理の影響はみられなかった．SHAM 処理
では暗呼吸速度は20mM ですでに対照区の77 に，30mM
でさらに対照の約64 にまで低下した．なお，同一濃度
では処理方法による暗呼吸速度の いはみられなかった．
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Fig.2  Change in dark respiration rate of leaf blade of rice as
 
affected by soda line.Dark respiration was measured
 
as decrease of O?concentration in the chamber which
 
included leaf blade with soda lime(◯)or without soda
 
lime (●).
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 KCNとSHAM 処理による酸素同位体分別の例をFig.
３に示した．いずれの処理でも高い回帰係数が得られ，
オフラインシステムによっても極めて高い精度の測定が
可能であった．
KCN処理による分別係数は処理法により差が認められ，
３分間の浸漬後HCNにさらした処理で20.3 と最も高
く， に10分間の脱気処理をした処理の18.6 ，浸漬処
理では17.1 と最も低かった．また，SHAM 処理による
分別係数には処理法による差は認められず，いずれも
13.8～14.1 の間にあり，その平均値は13.9 であった．
阻害剤を与えない場合の分別係数は16.4 であり，同位
体分別から求めたシトクロム経路とシアン耐性呼吸経路
の働く割合はそれぞれ62 と38 であった．
考
密閉容器内のソーダライムの有無により，CO?濃度が暗
呼吸速度に及ぼす影響を調べたところ，イネ葉身の暗呼
吸速度は CO?濃度の影響を受けなかった（Fig.２)．こ
のことから，暗呼吸速度および酸素同位体比の測定にお
いてソーダライムを添加する必要は無いと考えられた．
なお，暗呼吸速度がCO?濃度に影響されるかどうかは植
物種によって異なることが知られているが???????，イネは
影響されない種であると考えられた．
に，各経路の阻害剤の処理方法について検討した．
シトクロム経路を阻害するために用いられる KCN の処
理濃度は，多くの場合0.1～５mM である??????．本研究
では，いずれの処理法によっても10mM で最も暗呼吸速
度が抑制されたことから（Table１)，イネでは10mM の
濃度が適当と考えられた．一方，KCN処理時の分別係数
は，処理法により異なり，３分間の浸漬後HCNにさら
した処理で最も高くなり，シアン耐性呼吸経路の末端酸
化酵素の分別係数は20.3 と考えられた（Table２)．他
の２方法では，暗呼吸速度は低下したものの分別係数は
低く，これは長時間阻害剤に浸したため，阻害剤から取
り出した後に細胞間隙の水分が十分に取り除くことがで
きず，水による酸素の同位体効果が起こり，分別係数が
低下したものと考えられた．
シアン耐性呼吸経路の阻害に用いられる SHAM の処
理濃度は，多くの場合10～30mM である??????．本研究で
はいずれの処理法によっても30mM で暗呼吸が最も抑制
されたことから（Table１)，30mM の濃度が適当と考
えられた．SHAM 処理時の分別係数は，いずれの処理で
も13.8～14.1 で処理法による いは認められず，シト
クロム経路の末端酸化酵素の分別係数は，３方法の平均
値である13.9 とみなされた．このため，30mM の濃度
であればいずれの処理法でも良いものと考えられた．
Table 1  Effect of various treatments of KCN or SHAM on respiration rate in leaf of rice.Respiration rate is shown as relative
 
value to control.Data are means±s.e.(n).
Treatment  Inhibitor  Concentration  
Respiration rate
(% of control)
Soaked for 1 h  KCN  1 mM  95.0± 3.6 (4)
Soaked for 1 h after vacuum for 10 min. KCN  1 mM  88.5± 6.4 (2)
Soaked for 1 h  KCN  5 mM  65.2±11.8 (3)
Soaked for 1 h after vacuum for 10 min. KCN  5 mM  71.6± 8.1 (4)
Soaked for 1 h  KCN  10 mM  39.4± 4.7 (3)
Soaked for 1 h after vacuum for 10 min. KCN  10 mM  38.8± 5.3 (4)
Exposed to HCN for 1 h after soaking for 3 min. KCN  10 mM  36.7± 1.0 (3)
Soaked for 1 h  SHAM  20 mM  74.5± 5.8 (3)
Soaked for 1 h after vacuum for 10 min. SHAM  20 mM  79.2± 3.0 (4)
Soaked for 1 h  SHAM  30 mM  56.0± 1.6 (3)
Soaked for 1 h after vacuum for 10 min. SHAM  30 mM  61.5± 1.5 (3)
Exposed to air for 1 h after soaking for 3 min. SHAM  30 mM  67.6± 0.9 (3)
Fig.3  Example of relationship between ln (R/R0)×1000
 
and －ln f. These data were obtained with the leaf
 
blade of rice plant.Dc and Da denote the discrimina-
tion factors in the presence of 30 mM SHAM and 10
 
mM KCN,respectively.R?and R are the isotope ratios
 
of the reference sample and a subsequent sample,
respectively,and f is the fraction of O?remaining in
 
the chamber.
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これまで報告された高等植物のシトクロム酸化酵素と
オルターナティブ酸化酵素の分別係数は，それぞれ17～20
と23～31 ?????であり，種間差が認められている．本研
究で得られたイネの両酸化酵素の分別係数はともに低か
ったが，これまで報告された植物種は少なく，種間差は
さらに大きいのかも知れない．また，同位体分別から得
られたイネ葉身のシトクロム経路とシアン耐性呼吸経路
の働く割合はそれぞれ62 と38 であった．これまで報
告された高等植物の葉におけるシアン耐性呼吸の割合は，
ホウレンソウで０～41 ???，インゲンマメで０～40 ???，
クワズイモ０～９ ???，ベンケイソウで12～63 ???であり，
これらに比べるとイネ葉身のシアン耐性呼吸の割合は高
い方であった．このことはエネルギー生産効率の低いシ
アン耐性呼吸を抑制することにより暗呼吸の効率を向上
させ，イネの乾物生産や 量を高める可能性を示唆する．
そのためには，今後，圃場条件下において様々な環境お
よび品種のシアン耐性呼吸速度を測定することにより，
成長効率の高まる条件および品種特性を検討しなければ
ならない．本研究で見いだされたイネにおけるシアン耐
性呼吸の測定法は今後の研究の発展に大きく貢献するで
あろう．
要 約
イネの暗呼吸の抑制は乾物生産や 量の増大に貢献す
ると考えられている．エネルギー生産効率の低いシアン
耐性呼吸の抑制の可能性を検討するため，酸素同位体分
別を利用したシアン耐性呼吸の測定装置を製作し，イネ
葉身の測定法を検討した．その結果，葉身の暗呼吸速度
はシトクロム経路の阻害剤である KCN 溶液の濃度が10
mM のときに，また，シアン耐性呼吸経路の阻害剤であ
る SHAM 溶液の濃度が30mM のときに低下が最大であ
った．分別係数は３分間10mM KCN溶液に浸漬後HCN
に１時間さらした場合に最も高い20.3 が得られた．い
っぽう，SHAM 処理では30mM の溶液であれば浸漬法
にかかわらず，13.9 であった．これらから，イネ葉身
のオルターティブ酸化酵素とシトクロム酸化酵素の分別
係数はそれぞれ20.3 と13.9 であると推定され，この
ときのシアン耐性呼吸の割合は38 であった．
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